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Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Streptavidin-Bindungspeptid, 
sowie Verfahren zut Herstellung eines' Streptavidin-Bin- 
dungspeptides in eineffl zellbasierten oder zellfreien 
Proteinbiosynthesesystem. 
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Weiterhin betrifft die Erfindung eine Verwendung eines 
Streptavidin-Bindungspeptides zur Aufreinigung eines in 
einem Proteinbiosynthesesystem hergestellten .def inierten 
Proteins, sowie die Verwendung eines S treptavi din-Bin- 
dungspep tide's zur Markierung ein^s definierten Proteins. 

Stand der Technik 

Verfahren zur effizienten Expression von definierten Pro- 
teinen in verschiedensten pro- und eukaryontischen Orga- 
nismen' sind bekannt und besdurfen keiner weiteren Erl&ute-" 
rung, Unter definierten Proteinen werden in diesem Zusam- 
menhang Peptide und/oder Proteine verstanden, die in deni 
zur Expression yerwendeten Organ ismus oder zellfreien Ex- 
pressionssystem natUrlicb^rweise oder nadh Transformation 
bzw, Einsatz definierter RNA exprimiert- und in Aufreini- 
gungsschritten angereichert werde.n. 

Verfahren zur ' zellfreien Expression von definierten Pro- 
teinen sind beispielsweise aus <den Literaturstellen EP 
0312 617 Bl, EP 0401 369 Bl undL EP 0 593 757 Bl bekannt* 
Demgemaii werden die fttr eine Trans kfipt ion und/oder Trans- 
lation notwendigen Komponenten tieben einem fUr ein defi- 
niertes Protein kodierenden Nukleinsaurestrang in einem - 
Reaktionsgef&& inkubiert und nach der Expression die Poly- 
peptide/Proteine aus der ReaktionslSsung isoliert. Sowohl 
die fttr die Transkription, als auch die fUr die 
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Translation notwendigen Komponenten lassen sich aus den 
Oberstanden pro- Oder eukaryontischen Zelllysaten nach 
eine*r Zentrif ugation gewinnen. 

5 Ein wesentliches Problem bei der Expression von definier- 
ten Proteinea in pro- und eukaryontischen Organismen und 
.bei der zellfreien Expression liegt in der Aufreinigung 
und/oder der Detektion der exprimierten definierten Pro- 
teine. Dies ist insbesondere bei definierten Proteinen 

10 problematisch, fiir die es keine Antiseren oder monoklonale 
Anti3<6rper gibt , Zur Vereinf achung der Aufreinigung und 
der Detektion solcher definierten Proteine werden diese 
als sogenannte Fusionsproteihe exprimiert. Hierbei wird 
dem definierten Protein N- und/oder C- terminal eine Ami- 

15 nosauresequenz angefiigt oder zwischen zwei Proteindomanen 
(intern) eingefugt, der Fusionspartner. Dies geschieht auf 
der JSTukleinsaureebene, so dafi sowohl das definierte Prote- 
in, sis auch der zur Detektion und/6.der Reinigung angefttg- 
te Fusionspartner wahrend eines * Transkriptions-/Translati- 

20 onsvorganges zusammen ais ein chimares (Fusions-) Protein 
exprimiert werden, bestehend aus dem definierten Protein 
und deiti Fusionspairtner . Hierbei kann es sich bei. dem ange- 
fugt^n Fusionspartner urn einzelne Aminosauren, aber auch 
um Peptide oder Proteine . handeln. Fur diese angefUgten 

25 Fusionspartner stehen zur Aufreinigung immobilisierte Bin- 
dungspartner zur Verftlgung, mit denen die Fusionsproteine 
isol±ert werden konnen* Neben der MOglichkeit der Reini- 
gung der Proteine kdnnen diese auch mit fur den Fusions- 
partner spez'ifischen Bindungspartner nachgewiesen werden. 

30 Diese Bindungspartner kGnnen fUr den Fusionspartner spezi- 
fisctie Antikdrper oder auch andere Proteine, Peptide oder 
chemische Verbindungen sein, die an den Fusionspartner 
spezlfisch binden. 
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Beispiele fUr solche Fusionspartner sind der Myc-tag (Mun- 
" ro * Pelham (1986) Cell 46, 291-300; Ward et al. (1998) 

Nature 341, 544-546), das Flag Peptid (Hopp et al. . 
5 (i988)Bio/Technblogy .6 1204-1210), das KT3 Epitop. Peptid 
(Martinet et al. (1990) Cell 63, 843-849; Martin et 
al.(1992) Science 255, 192-194) und das alpha-tubulin Epi- 
top Peptid (Skinner et al. (1991) J. Biol. Chem. 266, 
14163-14166), die alle erfolgreich fur die Detektion. und 

10 teilweise auch ftir die Reinigung von Proteinen genutzt 
wurden. Es konnte ftir einen Teil der Fusionspartner, die 
normalerweise 3 bis 12 ArainosSLuren lang sind, gezeigt wer- 
den, daB sie ni'cht die biologische Funktion der def inier- 
ten Proteine beelnf lussen. Die bioiogische Funktion des 

15 definierten Proteins wird dagegen mit zunehmender L£nge 
des Fusionspartners beeinflufit, da die zusatzlich expri- 
mierten Aminosauren z. B. die Ausbildung der Sekundesr-, 
Te.rtiar und/oder Quartarstruktur beeinf ^ussen konnen. ■ 
Langere Fusionsp'artner sind daher zur Detektion der Pro- 

20 teine, aber weniger zur Reinigung der Proteine geeignet. 
Auf der anderen Seite weisen iangere Fusionsp'artner oft 
eine hohere Affinitat mit ihren spezifischen Bindungspart- 
nern auf. 

25 Ein wesentlicher- Nachteil der oben genannten Fusionspart- 
ner bei der Aufreinigung ist darin begrUndet, dafi die Bin- 
dung an den Biridungspartner auf einer Antigen/Antikerper- 
bindung beruht und die Herstellung und Reinigung der als 
Bindungspartner genutzten Antikorper aufwendig und teuer 

30 ist. Ein weitere Nachteil liegt darin begriindet, daG die 
Antigen/Antikorperbindung eine sehr starke Bindung zwi- 
schen dem Bindungspartner, z. B. an eine Matrix immobili- 
sierten Antikorper, und dem Fusionspartner b.edingt. Diese 
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hat zu.r Folge, dafl bei der Elution der liber den Fusions- 
partner gebundenen Fusionsproteine, teilweise extrem un- 
•physiologische Bedingungen bezogen auf das definierte Pro- 
tein geschaffen werden mtissen. Unter unphysiologischen 
5 Bedingrungen sind in diesem Zusamiuenhang Bedingungen zu 

* verstehen mit z. B. sehr hohe oder aufierst geringe Salz- 
konzen/trationen, Einsatz von chaotrophen Salzen und pH- 
Werte, die welt von dem natiirlichen pH-Wert des- definier- 
ten Prroteins abweichen. Diese kann u. U. die Struktur un- 

10 d/oder- Funktionalitat des ,.def inierten Proteins . beeinflus- 
s^n oder irreversibel zerstoren. Dementsprechend sollte 
die Reinigung der definierten Proteine unter moglichst 
schonenden, physiologischen Bedingungen geschehen, um die 
Funktionalitat der Proteine zu erhalten. Zwar konnte bei 

15 drei der oben genannten Fusionspartnern {Hopp et al. 

(1988) (Martin et et al . (1990)' (Skinner et al. (1991)) 
eine Elution ,auch unter schonenden Bedingungen mittels 
kompetetiver Peptide erzielt werden, doch bleibt das Pro- 
blem cier aufwendig und teuer herzustellenden und zu reini- 

20 genderi ' (als Bindungspartner dienenden) Antikdrper und de- 
ren Bixidung an die Matrix. 

Weitere Fusionspartner, bestehend' aus 8 bis 9 Aminosauren, 
sind aus den Literaturstellen US 5,506,121 und Schmidt & 
25 Skerra (Protein Engineering, vol- 6, no, 1, 109-122, 1993) 
bekannt. Die dort offenbarten Fusionspartner sind in der 
Lage an das Streptavidin oder an das "core" Streptavidin, 
ein proteolytisch gespaltenes Produkt des Streptavidin, zu 
binden (Bayer et al . (1989) Biochem, J, 259,369-376). 

30 

• Alle bekannten Fusionspartner, die an das Streptavidin 
binden er>thalten die Amino saureabf olge HPQ, das sog. HPQ- 
Bindungsmotiv, welches mit der Biotin-Bindungstasche des 
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Streptavidin in Wechselwirkung tritt. Zu den Bereits be- 
kannten Peptiden gehSren dem sog- Strep-tag I: AWRHPQFGG 
mit einer Dissoziationskonstanten Kd von 10-37 pM, der 
sog. Strep^tag II.; WSHPQFEK mit einer Dissoziationskon- 
5 stanten Kd .von 18-72 pM and der sog. SBP-tag: 

MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP mit einer Dissozia- 
tionskonstanten Kd von 2,5 nM« Im Gegensatz zu den beiden 
kurzen Strep-tags I und II besitzt der langere SBP-tag- 
eine wesentlich st&rkere Bindung zum Streptavidin* Aller- 
10 dings wird, wie oben ausgefiihrt, die Funktion des defi- 
nierten Proteins insbesonder'e mit zunehmender LSnge des 
Fusionspartners beeinflufit. Auch stttren besonders lange 
Fusionspartner bei der Kristallisatipn der definierten 



15 



Proteine . 



Technisches Problem der Erfindung 



2 0 Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein 
. moglichst kurzes Streptavidiri^Bindungspeptid mit einer } 
star ken Bindung zum Streptavidin zur • Verftigung zu stiellen. 



25 Grundztige der Erfindung und bevorzugte Ausfuhrungsf ormen. 



Zur XiOsung des technischen Problems lehrt die Erfindung ' 
ein Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend eine AminosHu- 
30 resequenz gem&ft . Seq.- ID 1 6. 

Mit dem erf indungsgem&Ben Streptavidin-Bindungspeptid ent- 
' haltend eine Aminosauresequenz geroafi Seq.-ID 1-6 
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wird, verglichen mit dem Stand der Technlk, eine wesentlich. 
starkere Bindung zwischen dem Streptavldin-Bindungspeptid 
und dem streptavidin erreicht, bzw. kann bei gleicher Bin- 

• dungsstarke das streptavidin-Bindungspeptid wesentlich 

5 verkiirzt warden. 



» 




Des Weiteren lehrt die Erfindung ein Nukleinsiaure codie- 
rend ftir ein Streptavidin-Bindungspeptxd gemafi Seq.-ID 1 - 
6, sowie ein Plasmid enthaltend eine erfindungsgemak Nu- 

10 kleinsaure. Es verstelit sich, daB die Kfukleinsiiure codie- . 
rend fur ' ein erf indungsgemafies Streptavidin-Bindurigspeptid 
und/oder das Plasmid dem jeweiligen Expressions system/ 
Proteinbiosynthesesystem angepafit werden kann. Das Plasmid 
kann als ein Expressionsvektor , insbesondere fur Bakteri- 

15 en, .ausgelegt sein enthaltend einen Bereich mit mindestens 
einer Schnittstelle fiir ein Restriktionsenzym, in dem die 
Nukleins&uresequenz codierend fur ein ciefiniertes Protein 
inseriert werden kann und somit das definierte Protein 
zusammen mit dem Streptavidin-Bindungspeptide gem££ 

20 Seq. -ID 1-6 exprimiert wird. Es versteht sich, da£ der 
ftir das definierte Protein und fiir das Streptavidin-Bin- 
dungspeptide gemafl Seq. -ID 1-6 codierende Bereich sich 
unter der Kontrolle eines geeigneten Promoters und/oder 
Operators und Terminators befinden. . Der- Bereich mit minde- 

25 stens einer Schnittstelle ftir mindestens ein Restriktion- 
senzym kann sowohl in 5\ als' auch "in 3 * Richtung vom.Nu- 
kleinsaurebereich codierend ftir das Streptavidin-Bindungs- 
peptide gemaiJ Seq. -ID 1-6 liegen. Der Nukleinsaurebe- 
reich codierend ftir das Streptavidin-Bindungspeptide gem££ 

30 S6q.-ID 1-6 mufl nicht * unmittelbar an den NukleinsSurebe- 
reich codierend ftir das definierte Protein anschlieflen, 
vielmehr konnen zwischen den beideh Bereich noch 
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Nukleinsauren liegen, die ftir 1 bis 20 Aminosauren, insbe- 
sondere ftir 5 bis 10 Aminosauren, codieren* 

Die Erfindung betrif ft auch ein Verfahren zur Herstellung 
3 eines Streptavidin-Bindungspeptides gemafi Seq.-ID 1-6, 
wobei eine Nukleinsaure in einem zellbasierter* oder zell- 
freien Proteinbiosynthesesystem exprimiert oder uberexpri- 
raiert wird. Dieses so hergestellte Peptid la£t sich leicht 
tiber die Bindung an Streptavidin isolieren. Das erhaltene 

lO Trans lationsprodukt/ i. e. ein Streptavidin-Bindungspeptid 
gero^JB Seq.-ID 1-6, wird rait immobilisiertem Streptavidin 
kontaktiert und daran geburiden. Nach Abtrennung der L^sung 
mit nicht an Streptavidin gebundenen Substanzen wird das . 
Translationsprodukt eluiert.'Als Elutionsmittel konnen 

15 Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte Sub- 
stanzen und/oder Derivate, wie Iminobiotin, Desthiobiotin 
und/oder Diaminobiotin, enthalten. Das erhaltene Strepta- 
vidin-Bindungspeptid gema£ Seq.-ID 1-6 tr&gt im Falle ' 
der Fusion mit dem definierten Protein dieses Protein. Es 

2 0 kann der auch unabhangig von einem definierten Protein zur 
AntikGrperherstellung genutzt werdei*. Die erhaltenen Anti- 
korper kannen z. B. zur Detektion oder zur Aufreinigung 
der Streptavidin-Bindungspeptide gemafc Seq.-ID 1 - 6, bzw. 
im Fall/ da£ das Streptavidin-Bindungspeptide gemafl 

25 Seq.-ID 1-6 als Fus ipnspartner eingesetzt wird/ des an 
diesen Fusionspartner gebundenen definierten Proteins ge- 
nutzt werden, 

Es versteht sich, dafi die Herstellung eines solchen Strep- 
• 3 0 tavidin-Bindungspeptides enthaltend eine AminosSuresequenz 
gemafl Seq.-ID 1 - 6 z. B. auch mittels chemischer Festpha-; 
sensynthese, beispielseise mit einem Syntheseautomat der 
Firma Abimed (Langenf eld, BRD) mSglich ist. Diese Methode 
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basiert auf den Stanciafdprotokollen der Fmoc-Chemie ■ 
(Fttibc~9-f luorenylmethoxycarbonyl) . 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eihes Strepta- 
5 vidin-Bindungspeptides gem&fl Seq.-ID 1-6 zur Aufreini- 
gung eines in einem Proteinbiosynthesesystem tiergestellten 
definierten Proteins, wobei eine fur das definierte Prote- ' 
in und, hiermit verbunden, fUr das Streptavidin-Bindungs- 
peptid codierende Nukleinsaure einer Transkription und/o- 

10 der Translation unterworfen wird, wobei eine Losung ent- 
haltend das so erhaltene Translationsprodukt mit immobili- 
siertem Streptavidin kontaktiert und daran gebunden wird 
und wobei nach Abtrennung der Losung mit nicht an Strepta- 
vidin gebundenen Substanzen das Trans lationsprodukt elu- 

15' iert wird. Die Elution karm unter schonenden Bedingungen 
fur das definierte Protein erfolgen . Als Elutionsmittel 
konnen Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte 
Substanzen und/oder Derivate, wie Iminobiotin, Desthiobio^ 
tin und/oder Diaminobi_otin, enthalten* Das hergestellte 

20 definierte Protein karm. das als Fusionspartner dienende 
Streptavidin-Bindungspeptid gemafi Seq.-ID 1-6 sowohl N~ 
und/oder. C-terminal ' enthalten. 

Bei Verwendung einer S treptavidin-Sepharose-S&ule .kanri das 
25 zu untersuchende definierten Protein mittels ,des als Fusi- 
onspartner dienenden S treptavidin-Bindungspeptides gemaft 
Seq.-ID 1 - 6 an der Matrix iiumobilisiert und aus einem 
Gemisch von MolekUlen, Z.B+ einem Zelllysat, isoliert 
werden f 



30 



Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines Strepta- 
Yidin-Bindungspeptides. gemSfl Seq*-XD 1-6 zur Markierung 
eines definierten Proteins, wobei eine fur das definierte 
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Protein und, hiermit verbunden, fttr das Streptavidin-Bin- 
dungspeptid cod'ierende Nukleinsaure . einer Transcription 
und/oder Translation unterworfen wird, wobeidas so erhal- 

- t.ene Trans lationsprodukt;- mit einem Streptavidin-Konjugat 
5 " enthaltend ein Reportermolektil kontaktiert und daran ge- 
biinden wird. Das markierte definierte Protein kann das zur 
Markierung dienende Streptavidin-Bindungspeptides gein&£ 
Seq*-ID 1-6 N- und/oder C-terminal enthalten. Reporter- . 
. molekUle konnen z, B* radioaktive und/oder radioaktiv mar- 

10 kierte Substanzen sein. Es versteht sich, da£ das Strepta- 
vidin als solches auch radioaktiv markiert und/oder radio- 
• aktiv sein kann; in diesem Fall kann auf ein. Reportermole- 
ktil verzichtet werden. Reportermolekiile kfcnnen ■ auch fluo- 
reszierende Substanzen oder Enzyme/ wie z. B„ alkalische 

15. Phosphatase oder Peroxidase, sein. Durch solche mit einem 
Reportermolektil gekoppelte streptavidinverbindungen lassen 
sich beispielsweise Proteine, die das Streptavidin-Bin- 
dungspeptides gemafc Seq,-ID 1-6 als Fusionspartner be- 
sitzen, auf einem Western-Blot Oder' im ELISA (Enzyme lin- 

2 0 ked immunosorbent assay) nachweisen und/oder quantifizie- 
ren. Handelt es sich bei. den definierten Proteinen um Bin- 
dungsproteine, kdnnen auf diese Weise auch an diese bin- 
dende aridere proteine nachgewiesen werden. Unter Bindungs- 
proteine sind in. diesem Zusammenhang Proteine zu verste- 

25 hen, die .sel'bst andere Proteine binden und/oder selber an 
andere Proteine binden, wie z. B* bei einer Antigen/Anti- 
korperbindung oder bei einer Bindung eines Proteins an 
einen Rezeptor. 

30 Bevorzugt ist ein Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend 
weniger als 30 Aminosauren, vorzugsweise weniger ^ls 20 
AminosSuren, hSchstvorzugsweise weniger als 10 
Aminosauren. 
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Im Folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich Aus- 
ftihrungsformen darstellenden Figuren sowie Beispielen na- 
her. erlHutert.. 

5 

Fig, 1: Reinigung 1 von FABP mit Streptavidin-Bindungspepti- 
des gem&fc Motiv 3 als Fusionspartner nach zellfreier Pro- 
teinbiosynthese iiber eine Streptavidin-Af f initat ssSule . Es 
warden von jeder Fraktion eine vergleichbare Menge mittels. 
.10 SDS-Polyacrylam'idgelelektrophorese analysiert. (A) Coomas- 
sie gef&rbt und (B) Autoradiogramm. Die Proben in den nu- 
merierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker; (2) 
Reaktionsmischung; (3)- Durchlauf der Probenauf tragung; 
(4-6) Waschfraktionen; (7-9) Elutionsf raktionen; (10) ' ra- 
15 dioaktiver' M'olekulargewichtsmarker . 

Fig, 2': Reinigung von FABP mit Streptavidin-Bindungspepti- 
des gem&B Motiv 3 als Fusionspartner nach zellfreier Pro- 
te'inbiosynthese tiber eine StrepTactin-Af f initatssaule ♦ - Es 

2 0 wurden von jeder Fraktion eine vergleichbare Menge mittels 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert • (A) Coomas- 
sie gef&rbt und (B) Autoradiogramm. Die Proben in den na- 
merierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker; (2) 
•Durchlauf der Probenauf tragung; (3-5) Waschfraktionen; 

25 (6-10) Elutionsfraktibnen; ' ' (11) radioaktiver 

Molekulargewichtsmarker 



Beispiel 1 :* erf indungsgemafte Bindungspeptide und Ver- 
30 gleichspeptide mit Dissoziationskonstanten 

In fachtiblicher Weise wurde das FAB Protein (fatty. acid 
binding protein) aus Rinderherzen in vitro in einem 
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zellfreien Froteinbiosynthese iaittels eines gekoppelten 
Transkriptions-Translationssysteraes exprimiert. Das .expri- 
mierte FAB Protein besafi am N-Terminus jeweils ein aus 
ftinfzehn Minosauren bestehendes * zus&tzliches Streptaviciin 
5 Bindungspeptid mit unterschiedlichen AminosSuresGquenzen 
als Fusionspartner ♦ 

Zwei Bindungspeptide enthalten in ihrer Aminosauresequenz- 
das im Stand der Technik beschriebene HPQ-Motiv (Motiv 1 
und 2) und zwei -enthal ten das erf indungsgem&Ae Streptav±- 

.10 din-Bindungspeptid gemafi Seq.-ID 1-6 (Motiv 3 und 4) ♦ 
Die Sequenzen der Peptide sind in der Tabelle 1 darge- 
stellt, Zusptzlich, wurden die exprimierten Proteine mit 
einem am C-terminus befindlichen "His-tag", bestehend aus 
6 , Histidinen, versehen. Die Proteine wurden mittels Affi- 

15 nit&tschromatographie uber Ni 2, ~ IDA- Agarose in f achtibliclier 
Weise auf gereinigt .Man erkennt, dass bei gleicher L^nge 
Bindungspeptide mit einer erf indungsgem&Aen Sequenz eine 
wesentlich niedrigere Dissoziationskonstante als ein Bin.-' 
dungspeptid mit HPQ-Motiv aufweist, Der Kd-Wert eines ejr- 

20 f indunggemSBen Bindungspeptids liegt in der Gr6ftenordnung 
des SBP-Tags trotz des ca. 2,5-fachen LMnge des SBP-Tags. 



Tabelle 1 




25 



30 





Sequenz 


Dissoziations- 
kon s t ante [ kd ] 


Motiv 1." 


DLY.DI DRNWVGHPQG 


8 pM 


Motiv 2 


DNYDADLAWDTHPQD 


70 pM 


Motiv 3 


DVEAW-LDERVPLVET 


84 nM 


Motiv • 4 


DVEAW IADPAVH FT T 


200 nM 
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Beispiel 2: Messungsweise der Dissoziationskonstanten aus 
Tabelle 1. ■ 

Die Mfessungen der Dissoziationskonstante wurden mit einem 
5 BiacoreX-System und dem Sensor Chip NTA. der Firma Biacore 
durchgeftihrt . Vermessen wurden. die aus der im Beispiel 1 
beschriebeneh Expression, hervorgegangenen Proteine, d-h. 
FAB Proteine, die am N-Terminus jeweils ein aus funfzehn 
Arainosauren bestehendes Peptid als Fusionspartner und am 
10 C-Terminus 6 Histidine besafien, , die. zur Iramobilisierung 

auf dem Sensor Chip. bendtigt wurden. Die Bindungsaf f initat 
der aus der im Beispiel 1 beschriebenen Expression hervor- 
gegangenen Proteine zu Streptavidin wurde nach Herstel- 
lerangaben im Biacore-Gerat vermessen. Dabei befindet .sich 

15 das zu vermessende Protein auf ciem Sensor-Chip und eine 

Streptavidinldsung mit definierter Konzentration wird ein- 
gespritzt. Die Wechselwirkung (Bindung) zwischen den bei- 
den Molekulen wird vom GerM.t gemessen und als sog. Reso- . 
nanz Units (RU) angegeben, 2ur Messung wurden die vom Her- 

2 0 ^teller angegebenen Puffer verwendet. 

Die Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle 2 darge- 
stellt. Die erhaltenen Mefiwerte wurden mit der zugehdrigen 
Software ausgewertet und fUhrten zu den in der Tabelle 1 
2 5 angegebenen Dissoziationskonstanten. 



30 



Tabelle 2: 
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13 



10 



15 



20 



Motiv 


1 


2 - 


3 


4 


Streptavidinkonz > 


RU 


RU 


RU 


RU . 


1 s nM 

JL v/> 111. 1 






98 




-P >■/ A JJ- X 






242 


68 








461 


171 


125 nM 






613 


280 


250 nM 






704 


384 


500 nM 


62 




786 


478. 




A. <£, d 






560 




233 




946 


644 


3 pM 




64 






4 pM 


407 




983 




6 UM 




98 






8 pM 


621 








15 pM 




201 






16 pM 


779 








30 pM' 




337 






32 pM 


955 








60 pM 




536 







25 




Beispiel 3 . 



30 



In fachiiblicher. weise wurde das FAB Protein, das am N-ter- 
minus ein aus ftinf zeim Aminos&uren bestehendes zusStzli — 
ches Peptide, mit der Aminos^resequenz D v E A *W LDE RV 
P L V E T (Motiv 3) als Fusionspartner besa£, in vitro in 
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einem 2ellfreien Proteinbiosynthese mittels eines gekop- 
pelten Transkriptions-Translationssysteras exprimiert . ' 
Zur Aufreinigung des Werexprimierten definierten Proteins 
wurde das Streptavidin a.n .einer Festphase gekoppelt. Als 
5 Festphase diente eine Sepharose. Das exprimierte FAB Pro- 
tein wurde anschlieBend. in fachiiblicher weise affinitat- 
schromatographisch iiber eine S&ule enthaltend Streptavi- 
din-Sepharose oder StirepTactin-Sepharose auf gereinigt ♦ 
Fur die Auf reini'gung wurden folgende Puffer verwendet: 
10 Waschpuffer (100 iriM Tr±s-HCl (pH 8 . 0) , 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA) 




Fttr die Elution von Streptavidin enthielt der Waschpuffer 



2 mM Biotin und fur die Elution von StrepTactin enthielt 
15 der Waschpuffer 2,5 mM Desthiobiotin ♦ 

Die. prozentuale Verteilizng des eingesetzten definierten 
Proteins auf die verscinLedenen Fraktionen der Affinitat- 
schromatographie 1st- in der Tabelle 3 zu entnehmen. In der 
2 0 Tabelle .3 steht D fur den Auftragung der Probe/Durchlauf , 
W flir die Waschf raktion und E fUr die Elutionsf raktion. 



Tabelle 3 



» 



Fraktion 


D 


Wl 


W2 


W3 


El 


E2 


E3 


S4 


E5 


Surnme 


Strept- 
avidin 


3,5% 


'6/8* 


1,6% 




0, 4% 


76, 9% 


0,7% 






89,6% 


StrepT- 
actin i 


3,0% 


7, 4% 


1,8%' 


0, 9% 


.0, 9% 


45,9% 


23,2% 


1, 0% 


0,3* 


84,4$ 



30 Bei der Verwendung von Streptavidin-Sepharose konnten 90% 
des auf getragenen Proteins von der SMule wiedergewonnen 
werden, wobei 78%- auf das Eluat entfielen/ Die Qualit&t 
der Aufreinigung ist in Fig*.l dargestellt. 



1.03.02 19:10 FAXG3 Nr: 485033 von NVS:FAXG3. 10.0201/03028305225 (Seite 19 von 29) 



15 




Bei der Verwendung von StrepTactin-Sepharose konnten' 84% 
des aufgetragenen Proteins von* der Saule wiedergewonnen. 
werden, wobei 71% auf das Eluat entfielen. Die Qualit&t: 
5 der Aufreinigung ist in Fig. 2 dargestellt . 

Seq.-ID. 1 ; DVEAW 

■ Seq.-ID 2: DVBA ' 

Seq.-ID 3: VEAW 

10 Seq.-ID 4: DVE 

Seq.-ID 5: VEA 

Seq.-ID 6: EAW 
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20 




25 
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Patentanspriiche : ' 



1 - Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend eine Amino s^ure- 
5* sequenz gem&fi Seq*-ID 1-6. 



2. Nukleinsaure codierend fur ein Streptavidin-Bindungs- 
peptid nach Anspruch 1. 

3. Pl'asmid enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch -2, 



15 4. Verfahreh zur Herstellung eines Streptavidin-Bindungs- 
peptides nach Anspruch 1, wobei eine ' Nukleinsaure nach 
Anspruch 2 in einem zellbasierten oder zellf reien' Pro- 
teinbidsynthesesystem exprimiert oder ubef exprimiert 
wird. 

20 

5, Verwendung .eines Streptavidin-Bindungspeptides nach 
Anspruch 1 zur Aufreinigung eines in einem Proteinbio- 
synthesesystem herges tell ten definierten Proteins, wo- 

2 5 . bei eine fttr das definierte . Protein und, hiermit ' ver- 

bunden, ftir das Streptavidin-Bindungspeptid codierende 
' Nukleinsaure einer Transkription und/oder . Translation 
unterworfen wird, wobei eine LGsung enthaltend das so 
erhaltene Translationsprodukt mit imroobilisiertem 

3 0 Streptaviciin kontaktiert und darari gebunden wird und 

wobei nach Abtrennung der LSsung mit nicht an Strepta- 
vidin gebundenen Substanzen das Translationsprodukt 
eluiert wird. J 
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10 



» 



Verwendung eines S.treptavidin-Binciungspeptides nach 
Anspruch 1 zur Markierung eines definierten Proteins, 
wobei eine ftir das definierte Protein und, hiermit ver- 
bunden, fur das Streptavidin-Bindutngspeptid codierende 
Nukleinsaure einer Transkription Uind/oder Translation 
unterworfen" wird^ wobei das so erlnaltene Translations- 
produkt mit einem Streptavidin-Kpri jugat enthaltend eine 
Reportermolekiil kontaktiert und daran gebunden wird. 



15 



20 



• 
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2ois ammenf a s sung 

Die Erfindung lehrt neue Streptavidin-Binciungspepticie. " 

5 ' 

• t 

10 • 
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Fig. 1 



» 



29 kDa 



21 kDa 



12,5 kba 
6,5 kDa 




2 3 4 5 6 7 8 9 10 



B 



FABP+W!otIv3 



» 



- 30 kDa 

— 20,1 kpa 



12,5 kDa 
6,5 kDa 



I.03.02 19:10 FAXG3 Nr: 485033 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 (Seite 24 von 29) 



Un HhffciU-M > LUKt & JUNUBLUl 



1/2 



Fig- 1 



» 



29 kDa 



21 kDa 

12,5 kDa 
6,5 kDa 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



B 



FABP+Motiv3 



30 kDa 
20,1 kDa 

12,5 kDa 
6,5 kDa 
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» 




12,5 kDa 
6,5 kDa 



1 23456 789 10 11 



B 

30 kDa 
1> *& 20,1 kDa 



FABP+Motiv3 



# 12,5 kDa 



• 



&r 6,5 kDa 
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SEQUBNCB LISTING 



ft 



<HQ> Erdmann, Volker A. 
Lamia, Thorsten 

<120> Steptavidin-Bi'ndurigapeptid 

<130> ERD/DE/0201 

<160> 10 

<170> Patentln version 3.1 

<2i0> 1 

<211> 5 

<212> PRT 

<2l3> artificial 

<400> l 

Asp 'Val Glu Ala Trp ' 

1 5 



<210> 2 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 2 

Asp Val Glu Ala 
1 



» 



<210> 3 

<211> 4 

' <212> PRT 

<213> artificial 

<400> 3. 

Val Glu Ala Trp 
1 



<210> 4 

<2!1> 3 . 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 4 

Asp Val Glu 
1 



Seite 1 
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<210> 5 

<2ll> 3 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> S 

Val Glu Ala : 



» 



• 



<2lQ> 6 
<211> 3 " 
<212> PRT 
<213> , artificial 

<:400> 6 . 

Glu Ala Trp 
1 



<2l0> 7 
<211> 15 

<212> PRT . f 
<:213> artificial 

" r " 

<400> 7 

Asp Leu Tyr. Asp He Asp Arg ! Asn .Trp val Gly His Pro Gin Gly 
l 5 10 15 

<210> 8 

<2ll> IS : 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 8. 

Asp Asil Tyr Asp Ala Asp Leu Ala Trp Asp Thr His Pro Gin Asp 
15 10 15 



«c210> 9 

<211> 15 

<2l2> ' PRT 

<2l3> artificial 

<4*00> 9 

Asp Val Glu Ala Trp Leu Asp Glu Arg Val Pro Leu Val Glu Thr 
1 '5 10 15 
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• 



t 



<210> 10 ' 

<2ll> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

. <400> 10 

Asp val Glu Ala Trp lie Ala Asp Pro Ala Val His Phe Thr Thr 
1 • 5 10 • is 
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